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RESUMEN 

 
 

Se evaluó la presencia de los genes blaSHV y blaTEM en Pseudomonas 
aeruginosa, para ello se utilizaron 47 cepas provenientes de pacientes 
atendidos  en las diferentes  áreas  del  Hospital Universitario “Antonio Patricio 
De Alcalá”, Cumaná,  estado  Sucre,  durante  el  periodo junio–diciembre de 
2008. El género y la especie se confirmó mediante los protocolos 
convencionales para bacilos Gram negativos no fermentadores. La 
susceptibilidad antimicrobiana se evaluó por el método de difusión en disco y la 
producción de β-lactamasas, por los métodos de doble disco y disco 
combinado, siguiendo los lineamientos para bacilos Gram negativos no 
fermentadores establecidos por el instituto de estándares clínicos y de 
laboratorios (2012). La detección de los genes blaSHV y blaTEM se realizó por 
medio de la técnica de reacción en cadena de la polimerasa. El resultado de la 
susceptibilidad antimicrobiana demostró un alto porcentaje de cepas resistentes 
a  imipenem (76,7%), seguido de piperacilina (74,5%), meropenem (72,3%), 
ceftazidima (70,2%), piperacilina-tazobactam y cefepima (63,8%), el menor 
porcentaje fue para aztreonam (38,3%). Se encontraron 11 fenotipos de 
resistencia, siendo el I (PIP, PTZ, CAZ, FEP, IMP, MER), el más frecuente 
(36,2%). Se detectó un 61,7% de cepas productoras metalo-β-lactamasas y 
66,0% productoras de β-lactamasas de espectro extendido. De los genes 
evaluados, sólo se detectó la presencia del gen blaTEM en cinco cepas, de las 
cuales, tres se ubicaron en el fenotipo I.  De acuerdo con los resultados 
obtenidos, los genes blaTEM y blaSHV no son los principales responsables de 
conferir resistencia a los β-lactámicos, razón por la cual, se recomienda 
investigar otros genes que codifiquen para dicha resistencia. 
 
Palabra y/o frases claves: Genes blaSHV y blaTEM, Pseudomonas aeruginosa, 
β-lactámicos, BLEE, β-lactamasas 

 
 



 

INTRODUCCIÓN 

 
El género Pseudomonas forma parte de un grupo heterogéneo de 

microorganismos conocidos como bacilos Gram negativos no fermentadores 

(BGNNF), que son incapaces de fermentar los hidratos de carbono. Pertenece a 

la familia Pseudomanadaceae, la cual está ubicada en el orden 

Pseudomanadales. Pseudomonas sp. puede presentar de 1,5 a 5,0  µm de 

largo, y un diámetro de 0,5 a 1,0 µm. Las especies de este género son móviles, 

debido a la presencia de uno o más flagelos polares, la mayoría de las especies 

tienen una temperatura óptima de crecimiento entre 30 y 37°C, pero pueden 

sobrevivir y multiplicarse en un rango de temperatura de 20 a 42°C. Dentro de 

este género, la especie que clínicamente se aísla con mayor  frecuencia es 

Pseudomonas aeruginosa (Martínez, 2007; Koneman et al., 2008). 

 

P. aeruginosa es un importante y frecuente patógeno oportunista causante 

de una serie de infecciones, tanto comunitarias como intrahospitalarias, las 

cuales son difíciles de tratar, en su mayoría, debido a la resistencia que, por lo 

general, presenta esta bacteria a los fármacos frecuentemente empleados en el 

tratamiento de las mismas (González et al., 2007). A nivel mundial, se ha 

encontrado un aumento en los porcentajes de  resistencia a los distintos 

antimicrobianos de uso terapéutico por parte de este microorganismo (Murillo et 

al., 2009). 

 

Entre los mecanismos bioquímicos de resistencia identificados en P. 

aeruginosa se encuentran, la alteración de la permeabilidad, dada por 

modificaciones estructurales en las proteínas de membrana externa, la 

sobreexpresión de bombas de expulsión y la producción de enzimas β-

lactamasas (Bopp et al., 2008).  
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 P. aeruginosa es naturalmente resistente a múltiples antimicrobianos, 

debido principalmente, a la escasa permeabilidad de la membrana externa, 

presencia de una β-lactamasa cromosómica inducible tipo AmpC y la expresión 

constitutiva de diversos sistemas de expulsión activa, sobre todo MexAB-OprM 

(Hancock, 1998). La participación conjunta de estos tres mecanismos genera 

resistencia  natural a una gran cantidad de antimicrobianos, tales como, las 

penicilinas, aminopenicilinas, incluidas las combinadas con inhibidores de β-

lactamasas, cefalosporinas de primera, segunda y algunas de tercera 

generación, cloranfenicol, nitrofurantoína, sulfonamidas, trimetoprim, 

tetraciclina, novobiocina y ácido nalidíxico (Mesaros et al., 2007). 

 

Además de la resistencia natural, esta bacteria puede adquirir resistencia 

debido a la  captación de elementos genéticos como plásmidos, transposones e 

integrones, que codifican para distintos determinantes de resistencia, tales 

como enzimas β-lactamasas (Vila y Marco, 2010). 

 

Los β-lactámicos constituyen la familia más numerosa de antimicrobianos 

y la más utilizada en la práctica clínica, debido a que tienen propiedad 

bactericida lenta, a su escasa toxicidad; además, poseen un amplio margen 

terapéutico y actúan inhibiendo la última etapa de la síntesis de la pared celular 

bacteriana. Su espectro de acción se ha ido ampliando a lo largo de los años 

con la incorporación de  nuevas moléculas, las  cuales, confieren  mayor 

actividad a los bacilos Gram negativos, entre ellos, P. aeruginosa; sin embargo, 

la efectividad de los mismos ha sido afectada por los distintos mecanismos  de  

resistencia adquiridos  por  las  bacterias (Marín y Gudiol, 2003; Giamarellou, 

2005). 

 

Las β-lactamasas son enzimas que hidrolizan el enlace amida del anillo  β-

lactámico y dan lugar a la inactivación del antimicrobiano, éstas se clasifican 

atendiendo dos esquemas, la clase molecular de Ambler y clasificación 
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funcional de Bush Jacoby y Medeiros. Entre las principales enzimas detectadas 

se encuentran las clases A, C y D, que son serino β-lactamasas, y la clase B, 

llamadas metalo β-lactamasas. En Pseudomonas sp. se pueden encontrar los 

cuatro tipos de enzimas señaladas en la clasificación. Dentro de las β-

lactamasas de la clase molecular A se encuentra el grupo 2b, que agrupa a las 

β-lactamasas de espectro ampliado (BLEA) y las β-lactamasas de espectro 

extendido (BLEE) 2be (Garza et al., 2009; Piersigilli et al., 2009). 

 

El grupo 2b incluye a las enzimas tipo TEM (Temoniera), donde se 

encuentran las TEM-1 y TEM-2, y a las enzimas tipo SHV (sulfhidrilo hidroxil 

variable), representadas por SHV-1. Estas enzimas hidrolizan la carbenicilina, 

ticarcilina y piperacilina (Garza et al., 2009). Las β-lactamasas pertenecientes al 

subgrupo 2be se originan a partir de las 2b, debido a mutaciones puntuales 

ocurridas en el sitio activo, son responsables de la resistencia a 

carboxipenicilinas, ureidopenicilinas, ceftazidima, cefepima, cefpirona y 

aztreonam, se inhiben con ácido clavulánico y tazobactam, pero su detección 

en el género Pseudomonas no es fácil, ya que puede ser enmascarada por la 

expresión de la β-lactamasa cromosómica AmpC (Bush y Jacoby, 2010; Vila y 

Marco, 2010). 

 

En Pseudomonas se han encontrado diferentes tipos de BLEE, tales 

como, TEM-4, TEM-21, TEM-24, TEM-42, TEM-116, SHV-2a, SHV-5 y SHV-12, 

adicionalmente, se han descrito otros tipos de enzimas pertenecientes a la 

clase 2be dentro de las que se encuentran las CTX-M (cefotaximasa Múnich), 

las cuales tienen una gran actividad hidrolítica frente a cefotaxima, sin embargo, 

algunas de sus variantes pueden hidrolizar a ceftazidima. PER (del inglés 

Pseudomonas extended resistance), y VEB (del inglés Vietnam extended 

spectrum β-lactamase), son BLEE identificadas en Pseudomonas sp. inhibibles 

por ácido clavulánico, sulbactam y tazobactam, y confieren resistencia a 

ceftazidima, cefotaxima y aztreonam. CTX-M-1, CTX-M-44, CTX-M-92, PER-1, 
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VEB-1, VEB-1a, VEB-1b, VEB-2, han sido los tipos de enzimas identificadas 

con mayor frecuencia en este género (Naas et al., 2008; Bush y Jacoby, 2010;  

Vila y Marco, 2010).  

 

Otro tipo de BLEE que se ha encontrado en P. aeruginosa son las enzimas 

GES (del inglés Guiana extended spectrum), también denominadas IBC (del 

inglés integron borne cephalosporinase), pertenecen al grupo funcional 2f de la 

clasificación de Bush y Jacoby, presentan un perfil hidrolítico similar a otras 

BLEE de clase A de Ambler, son activas frente a penicilinas y cefalosporinas de 

amplio espectro, pero son inhibidas por el ácido clavulánico, tazobactam, 

cefamicinas e imipenem. La primera BLEE de este grupo, denominada GES-1, 

se describió en una cepa de K. pneumoniae aislada en Francia (Poirel et al., 

2000). En la actualidad, se han descrito 16 variantes, que han sido identificadas 

en diferentes países a nivel mundial (Naas et al., 2008; Mendonça et al., 2009; 

Piersigilli et al., 2009).  

 

Chanawong et al. (2001) llevaron a cabo un estudio con el propósito de 

detectar la presencia de genes blaSHV-12, blaSHV-5, blaSHV-2a y blaVEB-1, en 61 

cepas de bacterias productoras de β-lactamasas tipo BLEE, aisladas en un 

hospital de Tailandia, entre ellas se estudiaron 18 cepas del género 

Pseudomonas, de las cuales, sólo una  presentó el gen blaSHV-12, este fue el 

primer reporte de P. aeruginosa productora de blaSHV-12  en Tailandia. 

 

En la Habana, González et al. (2003) realizaron un estudio en 117 cepas 

de P. aeruginosa, con el objetivo de determinar si la resistencia a los β-

lactámicos se encontraba mediada por plásmidos, hallando que, del total de 

cepas estudiadas, el 55,5% fueron productoras de β-lactamasas, y de éstas, el 

63,3% presentaron el gen blaTEM en plásmidos conjugativos. 
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Mansour et al. (2009) ejecutaron un estudio en 70 cepas de P. aeruginosa 

multirresistentes, aisladas de un hospital universitario en Túnez, con el fin de 

caracterizar fenotípica y molecularmente la presencia de BLEE. Del total de 

cepas analizadas, 7 resultaron fenotípicamente productoras de BLEE y 

genotípicamente presentaron el gen blaSHV-2a. Éste resultó ser el primer reporte 

de P. aeruginosa productoras de BLEE del tipo SHV-2a en Túnez.                                                 

 

Shahcheraghi et al. (2009) llevaron a cabo un trabajo de investigación con 

el objeto de determinar el patrón de susceptibilidad antimicrobiana, y la 

presencia de genes que codifican BLEE tipo VEB, PER, GES, SHV y TEM en 

600 cepas de P. aeruginosa, obtenidas de pacientes internados en dos 

hospitales en Teherán. Los resultados revelaron que, 32,0% de las cepas 

fueron productoras de BLEE, 24,0% presentaron el gen blaVEB, 22,0% el blaSHV, 

17,0% el blaPER, y 9,0% el blaTEM. 

 

David et al. (2008) realizaron un estudio con la finalidad de caracterizar los 

mecanismos de resistencia presentes en 24 cepas de P. aeruginosa resistentes 

a ceftazidima y/o cefepima, provenientes de un hospital en Francia. Todas las 

cepas evaluadas presentaron el gen blaTEM-116, y 20,8% el gen blaTEM-116 y 

blaSHV-2a  simultáneamente. 

 

Chikwendu et al. (2011), en Nigeria, investigaron sobre la resistencia 

antimicrobiana y la presencia de genes blaTEM y blaSHV en aislados de 

Pseudomonas sp. provenientes de muestras ambientales. Los autores 

encontraron que cerca del 90,0% de las cepas fueron resistentes a los 

antimicrobianos β-lactámicos ensayados y  que el 16,7% de las mismas 

presentaron ambos genes. 

 

La diseminación de genes de resistencia entre bacterias de una misma 

especie, y entre especies diferentes, ocurre frecuentemente en lugares donde 
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existe una alta presión selectiva, ejemplo de esto son los ambientes 

intrahospitalarios. Los trabajos de investigación sobre detección de los genes 

blaSHV y blaTEM  en cepas de P. aeruginosa en el país son prácticamente 

inexistentes, sin embargo, la presencia de estos genes han sido reportados en 

cepas de enterobacterias (Araque et al., 2000; Torres et al., 2006; Guzmán y 

Alonso, 2009; Perozo y Castellano, 2009; Marcano et al., 2011). 

 

En el Hospital Universitario "Antonio Patricio De Alcalá", los genes blaSHV y 

blaTEM  se han identificado en plásmidos conjugativos  aislados de cepas de 

enterobacterias. Basado en el hecho de que los plásmidos  conjugativos  son 

elementos genéticos extracromosómicos de replicación independiente,  

portadores de una gran variedad de genes de resistencia, los cuales pueden ser 

transferidos entre géneros relacionados e incluso diferentes familias, se realizó 

el siguiente trabajo de investigación, con el fin de determinar la presencia de 

estos genes en cepas de Pseudomonas aeruginosa provenientes de pacientes 

atendidos en el Hospital Universitario "Antonio Patricio De Alcalá". 
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METODOLOGÍA 

 
Cepas 

Se estudiaron 47 cepas bacterianas escogidas de forma aleatoria, 

provenientes de una serie de 160 cepas de P. aeruginosa  recolectadas durante 

el periodo comprendido entre junio y diciembre del 2008 e identificadas 

bioquímicamente por los métodos convencionales para bacterias Gram 

negativas no fermentadoras, propuestos por Koneman et al. (2008) (Tabla 1). 

Las cepas se aislaron a partir de muestras de sangre, orina y secreciones de 

pacientes con diagnóstico de infección e indicación de cultivo y antibiograma, 

internados atendidos en el Hospital Universitario “Antonio Patricio De Alcalá”. 

Las 47 cepas bacterianas se encuentran conservadas en el laboratorio de 

Bacteriología Clínica del Departamento de Bioanálisis, Núcleo de Sucre. 

 

Viabilidad e reidentificación bacteriana 
Con el propósito de determinar la viabilidad de las cepas, éstas se 

sembraron en caldo Luria-Bertani (LB) y se incubaron a 35ºC, durante 18 horas. 

La identificación del género y la especie se confirmó mediante los protocolos   

convencionales para bacterias Gram negativas no fermentadoras, incluyendo 

pruebas bioquímicas como: oxidasa, oxidación/fermentación de carbohidratos 

(glucosa, manitol, maltosa y xilosa), motilidad, hidrólisis de la arginina, 

descarboxilación de la lisina, prueba de calentamiento a 42ºC, hidrólisis de la 

urea y susceptibilidad a polimixina B (Koneman et al., 2008). 

 

Susceptibilidad antimicrobiana a los β-lactámicos 
Se realizó mediante el método de difusión en agar, descrito por Bauer et 

al. (1966), siguiendo los lineamientos para bacilos Gram negativos no 

fermentadores, propuestos por el Instituto de Estándares Clínicos y de 

Laboratorios, del inglés: Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI, 2012). 
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Tabla 1. Características de las cepas de Pseudomonas aeruginosa  aisladas de 
pacientes atendidos en las diferentes áreas del Hospital   Universitario  “Antonio  
Patricio De Alcalá”, durante el periodo junio–diciembre de 2008.  
Cepas Servicio Muestra Terapia previa Estadía (días) 

4097 Medicina Secreción CIP, CLI              5 
4138.1 UCI Secreción OXA, IMP              8 
4267 UCI Catéter OXA, IMP              8 
4341 Medicina Secreción AN              2 
4408 Diálisis Orina (-)              5 
4494 Medicina Catéter (-)              4 

4509 Cirugía Secreción AN, CIP              8 
4512 Medicina Líquido OXA            39 

4522.1 Cirugía Secreción AN              6 
4612 UCI Secreción AMP, AN, CIP              7 
4803.2 UCI Secreción AMP, AN, CIP              7 

4850 Pediatría Secreción PEN, OXA              6 

4869 Medicina Secreción TZP              5 
4903 UCI Secreción (-)              9 
5024 Retén Sangre MEM, VAN              4 
5045 Medicina Secreción CIP, CLI              9 
5104.1 Cirugía Secreción  CIP            28 
5148.1 Medicina Secreción  CIP, CLI              4 
5153 Retén Catéter AMP            17 

5189 Medicina Secreción OXA CAZ, CIP, CLI              3 
5633 Pediatría Catéter CTX, VAN              5 
5644 Medicina Esputo (-)            10 
5656 UCI Catéter (-)              3 

5710 UCI Secreción CTX              7 
5887 Medicina Esputo PEN, FEP, CLI              4 
6007.1 Medicina Secreción  IMP, CIP            21 
6069 Retén Sangre AMS              3 
6090 Retén Sangre AMS              4 
6092 Pediatría Sangre (-)              2 
6222 Retén Sangre AMS              4 
6257 Retén Sangre AMS              4 
6271.1 Retén Catéter AMS              4 
6272.1 Retén Catéter AMS              4 
6357.2 UCI Catéter LVX              9 
6392 Retén Sangre AMS              4 
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Tabla 1. (Continuación) 
Cepas Servicio Muestra Terapia previa Estadía (días) 

6415 Retén Secreción AMS, NET              6 
6437.1 Retén Sangre AMS            12 
6474 Retén Sangre AMS              7 
6886.3 Medicina Secreción  (-)            75 
6898 Cirugía Sangre CTX, AN              3 

7191.2 Medicina Secreción  OXA            50 

7370 Retén Catéter (-)            20 

7834 UCI  Catéter (-)            12 

7842 Retén Secreción  AMS              2 
7865 Pediatría Catéter CTX, VAN            12 
8167.2 Medicina Secreción  CIP, CLI              4 
8550.1 Medicina Secreción  OXA, CIP              9 
UCI: unidad de cuidados intensivos, (-): no tenia terapia antimicrobiana previa, PEN: penicilina 
G, AMP: ampicilina, AMS: ampicilina-sulbactam, OXA: oxacilina, TZP: piperacilina- tazobactam, 
CTX: cefotaxima, CAZ: ceftazidima, FEP: cefepima, IMP: imipenem, MEM: meropenem, AN: 
amikacina, CIP: ciplofoxacina, CLI: clindamicina, VAN: vancomicina, LEV: levofloxacina. 

 

Se preparó una suspensión bacteriana de la cepa en 4,5 ml de solución 

salina fisiológica estéril, a partir de un crecimiento de 18 horas, ajustado al 

patrón de 0,5 en la escala de MacFarland, correspondiente a 1,50 x 108 UFC/ml. 

Una vez obtenida la turbidez, se impregnó un hisopo estéril en la suspensión y 

se diseminó sobre la superficie del agar Mueller Hinton  (Himedia), dejando 

secar para colocar los discos de ceftazidima (30 μg), aztreonam (30 μg), 

cefepima (30 μg), piperacilina (100 μg), piperacilina-tazobactam (100/10 μg), 

imipenem (10 μg), meropenem (10 μg) y ceftazidima/ácido-clavulánico (30/10 

μg), todos de la marca OXOID. Las placas fueron incubadas a 35ºC, durante 18 

horas, en aerobiosis,  posteriormente, se realizó la lectura de los halos de 

inhibición empleando una regla milimetrada.  

 

El halo de inhibición observado en la cepa bacteriana ante cada 

antimicrobiano se interpretó según las categorías sugeridas por el CLSI (2012), 

como susceptible, intermedio y resistente.  La calidad de los discos se verificó 

empleando la cepa control Escherichia coli American Type Culture Collection 
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(ATCC) 25922 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. 

 

Detección fenotípica de β-lactamasas tipo AmpC, BLEE y metalo β-
lactamasas 

Se ubicaron estratégicamente discos de piperacilina/tazobactam, 

ceftazidima, cefepima, ceftazidima/ácido-clavulánico, imipenem, meropenem y 

ácido  etilendiaminotetraacético (EDTA), siguiendo los esquemas propuestos 

por el Instituto Nacional de Higiene "Rafael Rangel" (2011), para detectar los 

siguientes mecanismos: 

 

β-lactamasa cromosómica de tipo AmpC 

Se dispusieron los discos de ceftazidima e imipenem a 15 mm de 

distancia. La presencia de AmpC inducible se observó cuando entre los discos 

se presentó un halo truncado (Radice et al., 2011), y la presencia de AmpC 

desrreprimida al observar los discos ceftazidima, cefepima, y aztreonam  

resistentes, sin producción de BLEE (Picazo, 2000; Martínez, 2009).  

 

β-lactamasa de espectro extendido 

Se empleó el método del disco combinado, la presencia de una zona de 

inhibición ≥ 5 mm en el halo formado entre los discos de ceftazidima/ácido 

clavulánico en comparación al producido por el de ceftazidima reveló la 

presencia de una posible BLEE inhibible por ácido clavulánico (Picazo, 2000; 

Martínez, 2009). También se utilizó el método de sinergia del doble disco, los 

discos de ceftazidima y cefepima se ubicaron a 15 mm del disco de 

amoxacilina/ácido clavulánico. Una distorsión en los halos de inhibición de 

cefepima y ceftazidima en la zona adyacente al disco de amoxacilina/ácido-

clavulánico fue interpretado como posible presencia de BLEE (Jarlier et al., 

1988; Pasterán et al., 2004). 
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β-lactamasa de espectro extendido tipo GES 

Se emplearon los discos de ceftazidima e imipenem separados 15 mm de 

borde a borde, una distorsión del halo de inhibición del disco de ceftazidima en 

la zona adyacente al disco de imipenem sugirió la posible presencia de una 

BLEE tipo GES (Piersigilli et al., 2009). 

 

Carbapenemasa de tipo metalo-β-lactamasa  

Para observar este fenotipo también se empleó el método de sinergia del 

doble disco, utilizando discos de  imipenem y meropenem, los cuales se 

situaron a 15 mm del disco de EDTA 1 µmol.l-1/disco (2 μl de solución de EDTA 

0,5 mol.l-1 pH 8,0 en discos de Whatman número 3). La presencia de metalo-β-

lactamasa se observó a través de la sinergia (distorsión del halo), entre los 

discos de imipenem y/o  meropenem con el de EDTA (Radice et al., 2011).  

 
Extracción del Ácido Desoxirribonucleico (ADN) 

La extracción de ADN total se realizó empleando el estuche comercial 

Wizard Genomic (Promega), siguiendo las instrucciones de la casa fabricante. 

Se tomó 1,5 ml de caldo LB, inoculado con la cepa a estudiar, con 18 horas de 

crecimiento previo, se centrifugó durante 5 minutos a 5 000 g, luego se eliminó 

el sobrenadante y se resuspendieron las células en 450,0 µl de la solución de 

lisis de núcleo, se agitó suavemente. Se añadieron 3,0 µl de solución de 

ARNasa, se homogenizó de 5 a 6 veces por inversión para ser incubadas a 

80ºC por 5 minutos. Se dejó enfriar a temperatura ambiente por 5 minutos, para 

luego añadir 150,0 µl de solución precipitante de proteínas. Se mezcló bien con 

vortex por 20 segundos y se incubó en hielo por 5 minutos. Seguidamente, se 

centrifugó  a 12 000 g por 5 minutos a 4ºC y se trasfirió el sobrenadante, 

cuidadosamente, a un tubo limpio, se añadieron 600,0 µl de isopropanol  y se 

centrifugó a 2 000 g por 15 minutos a 4ºC. Después se descartó el isopropanol 

y se agregaron 600,0 µl de etanol al 70,0% el cual, se centrifugó a 12 000 g por 

3 minutos. Seguidamente, se decantó el etanol y se agregaron 100,0 µl de 
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etanol al 95,0%, se decantó y se dejó secar a 37ºC, con cuidado de no exceder 

el secado. Posteriormente, el sedimento se resuspendió en 50,0 µl de solución 

de rehidratación de ADN y se incubó a temperatura ambiente hasta el día 

siguiente. Finalmente, se guardó a -20ºC hasta su uso. 

 
Detección de los genes blaSHV y blaTEM 

Para  la  búsqueda  del  gen  blaSHV se  emplearon  los  oligonucleótidos 

SHV-F: 5’-ATG CGT TAT ATT CGC CTG TG-3’  y  SHV-R: 5’-CGT TTC CCA 

GCG GTC AAG G-3’, los  cuales  permiten  amplificar  un  producto  de  840 pb 

(Brisse y Verhoef, 2001), y  para  el gen blaTEM  los  oligonucleótidos TEM-F: 5`-

ATG AGT ATT CAA CAT TTC CG-3` y TEM-R: 5`-CCA ATG CTT AAT CAG 

TGA GG-3’, que amplifican  un  producto  de  859  pb  (Eckert et al., 2004).  

 
Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 

Para  la  amplificación del gen blaSHV  se  utilizaron   las  siguientes  

condiciones: 12,5 μl de la mezcla Master MIX 2X (Promega), 2,0 µl de los 

oligonucleótidos específicos en cada caso, para una concentración final de 1 

µmol.l-1, 2,5 μl de ADN y 6,0 μl de agua para completar un volumen de reacción 

25 μl (Brisse y Verhoef, 2001; Eckert et al., 2004). 

 
Para el gen blaTEM se utilizó: 12,5 μl de la mezcla Master MIX 2X 

(Promega), 1,0 µl de cada uno de los oligonucleótidos específicos, para una 

concentración final de 0,5 µmol.l-1, 1,0 μl de ADN y 9,5 μl de agua hasta 

completar  un volumen de reacción de 25 μl. 

 
Las condiciones de reacción para ambos genes fueron las siguientes: una 

desnaturalización inicial a 94ºC  por 5 minutos, seguido de una 

desnaturalización a 94ºC por 1 minuto, hibridación a 45ºC por 1 minuto y 

extensión a 72ºC por 2,5 minutos, durante 30 ciclos, con una extensión final de 

72ºC por 10 minutos (Guzmán y Alonso, 2009). 

 

Como control positivo del gen blaSHV se  empleó  la cepa  de K. pneumoniae 
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ATCC 700603, la cual presenta la enzima SHV-18. Como control positivo del 

gen blaTEM se empleó la cepa de K. pneumoniae  M1, que presenta la enzima 

TEM-1. 

 
Como control negativo para todas las reacciones de PCR, se empleó la 

cepa E. coli J62-2, que no presenta ninguno de los dos genes, y un segundo 

control negativo que consistió en mezclar todos los componentes sin ADN 

molde, utilizando agua para completar el volumen final de 25 μl. 

 
Los productos amplificados se observaron en un gel de agarosa al 2,0%, 

el cual se preparó en buffer TBE 1X  (stock 10X: tris base 0,9 mol.l-1, ácido 

bórico 0,9 mol.l-1, EDTA 0,02 mol.l-1, pH 8,0). Este buffer, además, se utilizó 

para realizar las migraciones electroforéticas (60 voltios durante una hora, 

aproximadamente) de los productos amplificados (Sambrook y Russell, 2001).  

 
Para estimar el tamaño del fragmento de ADN amplificado, se utilizó el 

marcador ADN Fermentans (GeneRulerTM) de 1 kb, el cual se colocó  en el gel 

junto a las muestras y los controles de la PCR. 

 
Los geles fueron coloreados con solución de bromuro de etidio 0,5 mol.l-1 

durante 5 minutos, el exceso se eliminó manteniendo el gel en agua durante 5 

minutos. Los productos amplificados fueron detectados en el gel, mediante la 

observación a través de un transluminador de luz ultravioleta, para finalmente 

ser fotografiados y analizados. 

 
Análisis de los datos 

Los resultados obtenidos fueron analizados y expresados porcentualmente 

en tablas y figuras (Dawson y Robert, 1997).  
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 
P. aeruginosa representa un importante problema de salud en los centros 

hospitalarios, especialmente, cuando causa infecciones en pacientes 

inmunosuprimidos, en recién nacidos o en aquellos que se encuentran en la 

unidad de cuidados intensivos, situación que se agudiza, debido a la resistencia 

natural y a su capacidad para adquirir mecanismos de resistencia, lo que la 

ubica como una bacteria de difícil tratamiento (Ajenjo, 2006; Poole, 2011). 

    

En la tabla 2 se observa la frecuencia de P. aeruginosa según el tipo de 

muestra, el 46,8% se aislaron de secreciones de heridas, respiratorias, 

quirúrgicas y abscesos, seguida de puntas de catéter (23,4%), muestras de 

sangre (21,3%), muestras de esputo (4,3%), líquido pleural y orina (2,1%). 

Estos resultados muestran que el mayor porcentaje de las cepas de P. 

aeruginosa se aisló de infecciones de heridas e infecciones del torrente 

sanguíneo.  

 

Tabla 2. Frecuencia de Pseudomonas aeruginosa, según el tipo  de muestra, 
aisladas de pacientes atendidos  en  el Hospital   Universitario  “Antonio  
Patricio De Alcalá”, durante el periodo junio–diciembre de 2008. 

Muestra          Número de cepa Frecuencia (%) 
Secreciones*          22                       46,8 

Catéter                       11                       23,4 
Sangre                       10                       21,3 
Esputo                         2  4,3 

Líquido pleural                         1  2,1 
Orina                         1  2,1 

TOTAL          47                     100,0 
*Secreciones respiratorias, de heridas quirúrgicas y abscesos, %: porcentaje. 

 

Al respecto, Martínez et al. (2007), en un estudio desarrollado en el 

hospital general San Jerónimo de Montería, Colombia, aislaron cepas de P. 

aeruginosa principalmente de muestras de secreciones (38,5%) y de catéteres 
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(11,5%). 

 

Así mismo, Mago et al. (2004), en una investigación realizada en 

diferentes centros de salud del estado Nueva Esparta, sobre la frecuencia de 

Pseudomonas sp., encontraron mayor aislamiento de P. aeruginosa en 

muestras de secreciones (81,9%), seguido de catéteres (8,0%), y Rodríguez et 

al. (2005), en el Hospital Universitario de Caracas, reportan 53,5% de las  cepas  

aisladas de secreciones, y el 12,1% de puntas de catéter. 

 

En este estudio  se obtuvo una mayor frecuencia de aislamiento en las 

áreas de medicina (31,9%) y retén (29,8%) (Tabla 3). Es posible que este hecho 

se deba a que el área de medicina, por tener un mayor número de camas, 

alberga un mayor número de pacientes que el resto de las unidades del 

hospital. Por otra parte, los neonatos que ingresan al servicio de retén 

presentan distintas condiciones, tales como bajo peso al nacer, prematurez, 

enfermedades congénitas, entre otras, las cuales constituyen factores 

predisponentes que favorecen  el establecimiento de infecciones 

intrahospitalarias (Mammina et al., 2008). 

 
Tabla 3. Frecuencia de Pseudomonas aeruginosa, según el servicio, aisladas 
de pacientes atendidos  en  el Hospital   Universitario  “Antonio  Patricio De 
Alcalá”, durante el periodo junio–diciembre de 2008. 

Servicio Número de cepa Frecuencia (%) 
Medicina                   15                   31,9 

Retén                   14                   29,8 

UCI                     9                   19,2 

Pediatría                     4                     8,5 

Cirugía                     4                     8,5 

Diálisis                     1                     2,1 

Total                   47                 100,0 
 UCI: unidad de cuidados intensivos, %: porcentaje.                                                                                     

 

Hace, aproximadamente, 70 años se inicio el uso de los β-lactámicos en el 

15 



 

tratamiento clínico de las infecciones, y aún siguen siendo la primera opción 

terapéutica contra muchos microorganismos, entre ellos, P. aeruginosa, sin 

embargo, en los últimos años, se ha observado un incremento progresivo en la 

frecuencia de cepas de P. aeruginosa que se caracterizan por presentar una 

sensibilidad disminuida ante las penicilinas y cefalosporinas antipseudomónicas 

(Marín y Gudiol, 2003; Ruíz, 2007; Poole, 2011).  

 

En la figura 1 se muestran los porcentajes de resistencia obtenidos en las 

cepas de P. aeruginosa a los antimicrobianos ensayados. El 76,7% fue 

resistente a imipenem, 74,5% a piperacilina, 72,3% a meropenem, 70,2% a 

ceftazidima, 63,8% a piperacilina-tazobactam y cefepima, respectivamente, y 

38,3% a aztreonam. 

  

Figura 1. Distribución porcentual de la resistencia a los β-lactámicos presentada 
por las  cepas de Pseudomonas aeruginosa aisladas de pacientes atendidos en 
el Hospital Universitario “Antonio Patricio De Alcalá”, durante el periodo junio–
diciembre de 2008. PIP: piperacilina, PTZ: piperacilina tazobactam, CAZ: ceftazidima, FEP: 
cefepima, ATM: aztreonam, IMP: imipenem, MER: meropenem. 

 
Estos resultados evidencian que P. aeruginosa presentó altos porcentajes 

de resistencia contra los β-lactámicos de uso común en la práctica médica, tales 
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como, piperacilina, ceftazidima, cefepima, aztreonam, imipenem y meropenem. 

Al respecto, Tam et al. (2010), al realizar un estudio en un hospital de Houston, 

y encontraron porcentajes de resistencia en P. aeruginosa superiores al 90,0% 

para penicilinas, cefalosporinas y carbapenemas. Por su parte, Martínez et al. 

(2007), en un estudio realizado a 26 cepas de P. aeruginosa en un hospital de 

Colombia, reportaron un 69,2% de resistencia para ceftazidima, 61,5% para 

cefepima, 80,8% para aztreonam y 11,5% para imipenem y meropenem.  

 

En contraposición a lo anteriormente expuesto, existen otros estudios 

donde se han reportado bajos porcentajes de P. aeruginosa resistente a los β-

lactámicos (Cobo et al., 2003, Gamero et al., 2007, González et al., 2007, Silva 

et al., 2011). Las diferencias en cuanto a los porcentajes de resistencia pueden 

explicarse por el criterio que tiene cada centro hospitalario en cuanto al uso de 

los agentes antimicrobianos, y por diferencias geográficas. 

 

La aparición de mecanismos de resistencia contra los β-lactámicos de 

amplio espectro hace difícil el manejo de los procesos infecciosos causados por 

P. aeruginosa, por lo cual, las opciones terapéuticas disponibles para tratar a 

los pacientes son muy limitadas, lo que trae como consecuencia un  aumento 

en los porcentajes de morbilidad y mortalidad en los distintos centros 

hospitalarios (Guevara et al., 2009). 

 

La resistencia es un fenómeno muy dinámico y tiene múltiples causas, 

donde la más importante ha sido la exposición previa y uso indiscriminado de 

los antimicrobianos (Lasso, 2003). Según los datos epidemiológicos y clínicos, 

un 14,9% de los pacientes estaban siendo tratados con β-lactámicos 

antipseudomónicos antes del aislamiento de la cepa; aspecto que pone en 

evidencia la existencia de una presión selectiva y por ende la selección de 

cepas resistentes en el ambiente hospitalario. 

17 



 

Según el número de antimicrobianos a los cuales las cepas fueron 

resistentes, en la figura 2 se observa que el 8,5% de las cepas mostraron 

resistencia a un β-lactámico, 14,9% a un rango de 2 a 4, y 66,0% a 5 o más. 

  

La resistencia en P. aeruginosa a los β-lactámicos resulta de la expresión 

de varios mecanismos bioquímicos, los cuales pueden presentarse 

simultáneamente; entre los más importantes están  la inactivación de la droga 

por las β-lactamasas, la eliminación del compuesto a través de bombas de 

expulsión, y la inhibición de la entrada de los antimicrobianos a la célula por la 

impermeabilidad de la membrana externa. Estos mecanismos son regulados 

por un gran número de determinantes genéticos que modulan la susceptibilidad 

a estos antimicrobianos (Álvarez et al., 2010). 

 

 

Figura 2. Distribución porcentual de la resistencia antimicrobiana según el 
número de β-lactámicos afectados por las cepas de Pseudomonas aeruginosa 
aisladas de pacientes atendidos en el Hospital Universitario “Antonio Patricio De 
Alcalá”, durante el periodo junio–diciembre de 2008. 
 

El ensayo de la susceptibilidad antimicrobiana permitió detectar 11 

fenotipos, 10 de éstos presentaron resistencia a, por lo menos, un β-lactámico, 

dichos fenotipos fueron designados arbitrariamente con números romanos y se 

denotaron teniendo en consideración el tipo de antimicrobiano que no presentó 

actividad para un aislado en particular (Tabla 4). 
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Los fenotipos que se presentaron con mayor frecuencia fueron el I, en el 

cual se ubicaron 17 cepas (4612, 4903, 5024, 5148, 5153, 5644, 5656, 6069, 

6090, 6222, 6271.1, 6272.2, 6392, 6415, 6437.1, 6474, 8167.2), fenotipo III, 8 

cepas (5633, 6886.3, 6898, 7191.2, 7370, 7834, 7842, 7865), y los fenotipos VI 

(4097, 4138.1, 4267, 5045), y IX (4869, 5189, 4408) en cuatro y tres cepas 

respectivamente.  

 
Tabla 4. Fenotipos de resistencia presentes en las cepas de Pseudomonas 
aeruginosa aisladas de pacientes atendidos en el Hospital Universitario “Antonio 
Patricio De Alcalá”, durante el periodo junio–diciembre de 2008. 
Fenotipo Perfil de resistencia Nº cepas AmpC BLEE* MBLs 

I PIP, PTZ, CAZ, FEP, IMP, MER 17  -  + + 
II PIP, PTZ, CAZ, FEP, IMP   2  - + + 
III PIP, PTZ, CAZ, FEP, ATM, IMP, MER   8  - + + 
III** PIP, PTZ, CAZ, FEP, ATM, IMP, MER   2  -  - -  
IV PIP, PTZ, CAZ, ATM, IMP, MER   2  - + + 
V PIP, PTZ, CAZ, ATM   1 + +  - 
VI PIP, IMP, MER   4 +  -  - 
VII PIP, FEP, ATM   1 +  -  - 
VIII ATM, IMP, MER   1 +  -  - 

IX ATM   3 +  -  - 
X CAZ   1  - +  - 
PIP: piperacilina, PTZ: piperacilina tazobactam, CAZ: ceftazidima, FEP: cefepima, ATM: 
aztreonam, IMP: imipenem, MER: meropenem, BLEE: observación fenotípica de β-lactamasa 
de espectro extendido, MBLs: observación fenotipica de metalo β-latamasa, AmpC: observación 
fenotipica de β-lactamasa cromosomica inducible de clase C. * Detectado mediante técnica del 
disco combinado, ** Perfil de resistencia identico al III sin la observacion fenotipica de AmpC, 
BLEE ni MBL. 

 

Al respecto, P. aeruginosa presenta resistencia natural a muchos 

antimicrobianos, además, posee una extraordinaria capacidad para adquirir 

mecanismos de resistencia a través de mutaciones o por la captación de 

elementos genéticos como plásmidos o integrones, que codifican para la 

producción de BLEE tipo serino como son las β-lactamasas de la clase A y D de 

Ambler, y las metalo-β-lactamasas de la clase B (Tato et al., 2006; Vila y Marco, 

2010).  
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Al analizar los posibles mecanismos de resistencia a los β-lactámicos 

presentes en los diferentes fenotipos, se encontró la presencia de BLEE 

inhibibles por ácido clavulánico en los fenotipos tipo I, II, III, IV, V, y X. Es de 

hacer notar que, la producción de la enzima se detectó mediante la observación 

de una diferencia (∆) entre el halo de ceftazidima/ácido clavulánico y 

ceftazidima mayor a 5 mm, ya que, por el  método de doble disco no se 

encontraron cepas productoras de BLEE. 

 

Las enzimas tipo BLEE se caracterizan por hidrolizar a las penicilinas, 

cefalosporinas (primera, tercera y cuarta generación), y al aztreonam, sin atacar 

a los carbapenemas, exceptuando las enzimas del grupo 2f (Strateva y 

Yordanov, 2009). Al analizar los perfiles de resistencia de las cepas que 

presentaron BLEE, se evidencian variaciones en diferentes sustratos. En el 

caso de los fenotipos I, y II, se encontró que las mismas son sensibles al 

aztreonam, por lo que se puede inferir, que la posible enzima tipo BLEE 

presenta una actividad catalítica de bajo nivel para este antimicrobiano.  

 

Por otra parte, en los diferentes perfiles que presentan resistencia al 

aztreonam no se puede afirmar que ésta se deba exclusivamente a la 

producción de BLEE, ya que  la resistencia en P. aeruginosa puede deberse a 

la combinación de diferentes mecanismos, es por ello que se debe considerar 

tambien la hiperproducción de la bomba de expulsión MexAB-OprM como 

responsable de conferir resistencia a aztreonam. 

 

Al observar los diferentes perfiles de resistencia en las cepas productoras 

de BLEE, se puede denotar que en el fenotipo X se observa una disociación 

entre piperacilina y ceftazidima, característica representativa de las BLEE tipo 

GES, PER, VEB y OXA; mientras que el fenotipo V tiene un perfil de hidrólisis 

que induce a sospechar de una BLEE tipo ceftazidimaza (Vila y Marco, 2010).                     
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Las enzimas tipo BLEE constituyen uno de los mecanismos de resistencia con 

mayor trascendencia clínica en la actualidad, estas se encuentran codificadas 

en cromosomas, plásmidos, e integrones, y por lo general, se presentan en 

bacilos Gram negativos incluyendo P. aeruginosa. Entre las BLEE descritas en 

P. aeruginosa se encuentran las enzimas de tipo OXA, VEB, PER, GES, CTX-

M, TEM y SHV (Poirel et al., 2004; Lezameta et al., 2010; Radice et al., 2011). 

 

El análisis de los fenotipos I, II, III y IV, sugieren combinaciones de 

mecanismos enzimáticos, ya que asociado a la posible BLEE, también se 

observó la presencia de metalo-β-lactamasas, las cuales serian responsables 

de la resistencia a imipenem y meropenem. Las metalo-β-lactamasas son 

enzimas que tienen la capacidad de hidrolizar a un amplio grupo de β-

lactámicos como penicilinas, cefalosporinas y carbapenemas. Las cepas de P. 

aeruginosa productoras de metalo-β-lactamasas son las principales 

responsables de brotes epidémicos en los centros hospitalarios (Nicolau y 

Oliver, 2010). 

 

El estudio fenotípico demostró que 61,7% de las cepas de P. aeruginosa 

fueron productoras de metalo β-lactamasas, característica que siempre se 

encontró asociada a la presencia de una BLEE. Las metalo β-lactamasas son 

las carbapenemasas de mayor importancia clínica y epidemiológica a nivel 

mundial, su detección es crucial para el óptimo tratamiento de los pacientes, 

especialmente en los críticos y hospitalizados. Varios autores recomiendan que 

tanto las cepas sensibles como resistentes a imipenem deben ser evaluadas 

para detectar la posible producción de metalo β-lactamasas mediante un 

sistema de rastreo con discos y EDTA, ya que esto garantizará la atención 

óptima del paciente, así como el control de la diseminación de la resistencia.  

 

En Venezuela, Guevara et al. (2009) y Sánchez et al. (2008), han 

reportado cepas de P. aeruginosa productoras de metalo β-lactamasas aisladas 
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en diferentes hospitales de Venezuela. En ambos estudios las cepas de P. 

aeruginosa estudiadas fueron productoras metalo β-lactamasas, y los estudios 

moleculares revelaron en todos los aislados la existencia de la enzima tipo VIM-

2, la cual, es la única variante reportada en nuestro país. 

 

Tovar (2008) realizó una investigación en 66 cepas de P. aeruginosa 

aisladas en el Hospital Universitario "Antonio Patricio De Alcalá" y un laboratorio 

clínico privado en la ciudad de Cumaná, estado Sucre, los resultados 

demostraron la producción fenotípica de BLEE y metalo β-lactamasas en 

26,0%, y 11,0% de las cepas. La combinación de ambas se presentó en el 26% 

de las cepas. El análisis molecular reveló la presencia de blaSHV en el 4,0% y 

blaVIM en el 9,0%. Ambos genes se encontraron en solo una cepa.  

 

Sivaraman et al. (2011) investigaron la presencia de BLEE y metalo-β-

lactamasas en 67 cepas de P. aeruginosa. Los resultados revelaron que 65,7% 

de los aislados fueron productores de metalo β-lactamasas, 19,4% de BLEE, y 

6,0% fueron productoras de ambas enzimas. 

 

El estudio de los diferentes mecanismos de resistencia en P. aeruginosa 

son de vital importancia, porque permite detectar de forma precoz la resistencia, 

para poder aplicar las medidas de prevención y control (Santella et al., 2011). 

En esta investigación, las cepas que presentaron el fenotipo III** se 

caracterizaron  por mostrar resistencia a todos los β-lactámicos ensayados, sin 

la observación de BLEE ni de metalo-β-lactamasas, hecho que permite 

sospechar de la acción de la enzima K. pneumoniae carbapenemasa (KPC), la 

cual, se caracteriza por hidrolizar penicilinas, cefalosporinas, monobactámicos y 

carbapenémicos, sin ser afectada por los inhibidores ácido clavulánico y 

tazobactam (Corso et al., 2011). 

  

Para el reconocimiento fenotípico de KPC se recomienda realizar pruebas 
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basadas en el uso de inhibidores (ácido fenilborónico), y el método de Hodge 

modificado, el cual, si bien es cierto que para P. aeruginosa no está 

estandarizado o recomendado, existen publicaciones donde se proponen 

metodologías que han dado buenos resultados en cuanto a sensibilidad, 

especificidad y reproducibilidad (Navarro et al., 2011; Pasterán et al., 2011). Al 

respecto, tampoco puede descartarse en las cepas con el fenotipo VI la 

sobreexpresión de MexAB-OprM.    

    

El análisis de mecanismos de resistencia a los β-lactámicos en los 

fenotipos VI, VII, VIII y IX indican la existencia de mecanismos diferentes a la 

producción de enzimas tipo BLEE o metalo β-lactamasas. En principio, queda 

claro la expresión de la AmpC, la cual es evidente que está afectando la 

sensibilidad en estas cepas. Otro mecanismo posible que presenta P. 

aeruginosa es la presencia de bombas de expulsión activa tales como  MexAB-

OprM y MexXY-OprM, los cuales no solo afectan en menor o mayor medida a 

los β-lactámicos, sino también a las fluoroquinolonas y otros antimicrobianos. 

De igual forma, la impermeabilidad de la membrana juega un papel importante 

en la resistencia a los antimicrobianos, ya que modula la variación en el tamaño 

del poro y perturba la difusión del β-lactámico (Vila y Marco, 2010; Radice et al., 

2011). 

 

Varios autores han notificado en P. aeruginosa la importancia de las 

bombas de expulsión activa y de la pérdida de porinas en la resistencia a los 

antimicrobianos (Tomás et al., 2010; Cabot et al., 2011). Sobre esto, Xavier et 

al. (2010) investigaron, en Brasil, la presencia de bombas de expulsión activa y 

su relación con la resistencia antimicrobiana en 59 aislados clínicos de P. 

aeruginosa, reportando la existencia de MexAB-OprM como responsable de la 

resistencia en el 50,8% de las cepas, y MexXY-OprM en el 27,1%. 

 

La detección fenotípica de β-lactamasas sólo permite predecir la posible 
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clase de BLEE, dependiendo del fenómeno que se observe en el antibiograma, 

razón por la cual hay que recurrir a estudios moleculares para poder establecer 

el tipo específico de enzima. Desde el punto de vista molecular, la identificación 

de una β-lactamasa se realiza mediante la técnica de PCR, amplificando un 

determinado gen (Bonnet et al., 2001).  

 

Los genes que codifican para la síntesis de BLEE pueden estar 

localizados en el cromosoma bacteriano o bien en en algún elemento genético 

como plásmidos, transposones e integrones, facilitando así su rápida 

diseminación. La adquisición de genes que codifican para BLEE, permite a las 

bacterias contar con uno de los principales mecanismos de resistencia para las 

cefalosporinas de tercera y cuarta generación e incluso el aztreonam (González 

et al., 2012). 

 

El estudio molecular realizado para detectar los genes blaSHV y blaTEM en 

las cepas de P. aeruginosa, reveló la presencia sólo del gen blaTEM en el 10,6% 

de las  cepas (figura 3). En este trabajo de investigación no se encontraron 

genes blaSHV en la cepas de P. aeruginosa analizadas,  sin embargo, diversos 

autores han demostrado la existencia del gen, principalmente, en Europa y Asia 

(Poirel et al., 2004; Jiang et al., 2006; Nass et al., 2008; Mansour et al., 2009; 

Shahcheraghi et al., 2009; Lin et al. 2012). 

    

En la tabla 5 se muestra un resumen de las características más relevantes 

de las cepas que presentaron el gen blaTEM. En cuanto al fenotipo, se puede 

denotar que el gen se presentó con mayor frecuencia (3 casos) en cepas con el 

fenotipo I, las cuales fueron productoras de BLEE, cabe resaltar que, dos de 

ellas se aislaron de retén y una de medicina, este hecho hace pensar sobre la 

posibilidad de que un clon de P. aeruginosa esté circulando en los distintos 

servicios médicos del Hospital Universitario "Antonio Patricio De Alcalá", tal 

afirmación tendría que comprobarse aplicando otros métodos de tipificación, 
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preferiblemente genéticos, ya que, los estudios epidemiológicos mediante 

resultados de antiobiograma carecen de sensibilidad. Al respecto, se puede 

inferir que este gen puede codificar para una TEM tipo BLEA o para una TEM 

tipo BLEE. En caso de ser un una posible BLEA, esta seria la responsable de la 

resistencia a piperacilina, y en caso de ser una BLEE la resistencia ante 

piperacilina, cefalosporina de tercera y cefepima estaría justificada. 

                                                  M     1     2     3     4    5     6     7 

 
Figura 3. Producto de la reacción en cadena de la polimerasa obtenido de la 
amplificación del gen blaTEM en las cepas de Pseudomonas aeruginosa. M: 
Marcador de tamaño molecular Fermentans (GeneRulerTM) (1kb), 1: K. pneumoniae (control 
positivo),  2: 6272.1,  3: 6437.1,  4: 8167.2,  5: 5104.1,  6: 4267,  7: E. coli J62-2 (Control 
negativo). 

 
Tabla 5. Características de las cepas  de Pseudomonas aeruginosa portadoras 
del gen blaTEM, aisladas de pacientes atendidos en los diferentes servicios del 
Hospital Universitario “Antonio Patricio De Alcalá”, durante el periodo junio–
diciembre de 2008 
Cepa Perfil de resistencia Muestra  Servicio BLEE Fenotipo

6272.1 PIP, PTZ, CAZ, FEP, IMP, MER Catéter Retén + I 

6437.1 PIP, PTZ, CAZ, FEP, IMP, MER Sangre Retén + I 

8167.2 PIP, PTZ, CAZ, FEP, IMP, MER Secreción Medicina + I 

4267 PIP, IMP, MER Catéter UCI – VI 

5104.1 PIP, FEP, ATM Secreción Cirugía – VII 
PIP: piperacilina, PTZ: piperacilina tazobactam, CAZ: ceftazidima, FEP: cefepima, ATM: 
aztreonam, IMP: imipenem, MER: meropenem, UCI: unidad de cuidados intensivos, +: positivo, 
–: negativo. 
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Al evaluar la presencia del gen blaTEM en la cepa 4267 y 5104, las cuales 

no son productoras de BLEE, se puede deducir que el gen detectado podría ser 

responsable de codificar una enzima tipo BLEA (TEM-1 o TEM-2), por su 

actividad hidrolítica frente a piperacilina. La caracterización molecular de la 

variante que codifica una β-lactamasa es difícil de establecer con tan sólo un 

PCR, a menos que, se trabaje con oligonucleótidos específicos para un gen en 

particular, es por ello que, en la gran mayoría de los trabajos de investigación, 

el tipo de gen se establece mediante análisis de secuenciación. 

 

A nivel internacional, existen varios reportes sobre la detección del gen 

blaTEM, y   blaSHV en P. aeruginosa (David et al., 2008; Dubois et al., 2008; 

Shahcheraghi et al., 2009; Du et al., 2010). Al respecto, Poirel et al. (2004) 

realizaron un estudio en un hospital de Grecia, para determinar la presencia de 

genes responsables de codificar BLEE en P. aeruginosa, y detectaron la 

existencia de aislados relacionados geneticamente que portaban el gen blaSHV-5 

en su cromosoma. Jiang et al. (2006), en China,  llevaron a cabo una 

investigación con el propósito de detectar la presencia de BLEE en 75 aislados 

clínicos de P. aeruginosa, encontrando la presencia del gen blaTEM-116 en el 

17,3% de las cepas y en ningún aislado el gen blaSHV.  

 

Así mismo, Du et al. (2010), examinaron 48 aislados clínicos de P. 

aeruginosa provenientes de pacientes atendidos en varios hospitales de 

Taiwán, para determinar los mecanismos responsables de conferir resistencia a 

ceftazidima, encontrarando que el 39,6% (19/48) de los aislados resistentes a 

ceftazidima, presentaban gen blaTEM-1 y blaSHV-18. Dubois et al. (2008) 

investigaron, a través de estudios fenotípicos y moleculares, la resistencia a los 

β-lactámicos en 86 cepas de P. aeruginosa  provenientes de varios hospitales 

en Francia, el resultado reveló la presencia de cuatro cepas portadoras de los 

genes blaTEM-21 y blaSHV-2a.  
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Los resultados de la presente investigación ponen de manifiesto la 

necesidad de investigar otros genes codificantes de β-lactamasas en las cepas 

de P. aeruginosa aisladas del Hospital Universitario "Antonio Patricio De 

Alcalá", sobre todo las tipo BLEE, debido a que estas  constituyen un 

mecanismo de resistencia con alta implicancia epidemiológica, dado por su 

capacidad de diseminación horizontal (Ingold et al., 2011). Sobre esto, Lin et al. 

(2012) realizaron un estudio molecular en cepas aisladas de pacientes asistidos 

en un hospital de Taiwan, donde reportaron que 37,1% de los aislados 

presentaban el gen blaTEM y además, que el 30,8%  de las mismas también 

poseían los genes blaSHV, blaGES y blaOXA.  

 

Hou et al. (2012) caracterizaron aislados clinicos de P. aeruginosa 

provenientes de un hospital de China, donde encontraron que el 49,7% de los 

aislados presentaban diferentes genes codificantes para β-lactamasas, tales 

como, blaTEM, blaCTX-M, blaOXA y blaGES.   

 

Picao et al. (2009) estudiaron, en un hospital de Brasil, la diversidad de β-

lactamasas producidas por P. aeruginosa resistentes a ceftazidima. Los 

autores, a través de estudios moleculares, determinaron que a pesar que 

ninguno de los aislados poseia el gen blaSHV,  indicaron la presencia de los 

genes blaGES y blaCTX-M en las cepas investigadas. 

 

De los resultados obtenidos en el presente estudio se desprende que la 

resistencia observada en algunas de las cepas de P. aeruginosa se debe, en 

parte, a la presencia del gen blaTEM, quedando por dilucidar que otros 

mecanismos  pudieran estar mediando tal resistencia aquí observada, por lo 

tanto, se recomienda la búsqueda de otros genes de resistencia, así como, la 

posible alteración de proteinas de membrana o mecanismos de expulsión. 
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CONCLUSIONES 

 

Los pacientes internados en el área de medicina y retén fueron los más 

afectados con infecciones por  P. aeruginosa, siendo las secreciones y las 

puntas de catéter, con hemocultivos positivos, las muestras de donde se aisló 

dicho microorganismo preferentemente. 

 

El mayor porcentaje de cepas resistentes se presentó ante imipenem, 

piperacilina, meropenem, ceftazidima, piperacilina-tazobactam y cefepima, 

siendo el aztreonam el antimicrobiano más eficiente contra  P. aeruginosa. 

 

Se detectó la producción de BLEE y metalo β-lactamasas en las cepas 

evaluadas, donde 61,7% de las cepas fueron productoras de ambas enzimas. 

La presencia de BLEE combinadas conlleva a la resistencia contra la mayoría 

de los β-lactamicos. 

 

Los genes  blaTEM, y  blaSHV  no son los principales responsables de 

codificar β-lactamasas en las cepas de P. aeruginosa. 
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RECOMENDACIONES 

 

Promover en todo el personal que labora en el hospital la correcta 

ejecución de las normas de higiene hospitalaria, como el lavado de manos, el 

desecho de material contaminado, la desinfección de materiales, ya que estos 

factores muchas veces son responsables de la promoción de las infecciones y 

la diseminación de mecanismos de resistencia dentro del hospital. 

 

Realizar estudios moleculares  que permitan dilucidar otros  genes 

codificantes de β-lactamasas en P. aeruginosa, así como la presencia de 

bombas de expulsión o impermeabilidad de la membrana. 
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Resumen (abstract): 
Se evaluó la presencia de los genes blaSHV y blaTEM en Pseudomonas 
aeruginosa, para ello se utilizaron 47 cepas provenientes de pacientes 
atendidos en las diferentes  áreas  del  Hospital Universitario “Antonio Patricio 
De Alcalá”, Cumaná,  estado  Sucre,  durante  el  periodo junio–diciembre de 
2008. El género y la especie se confirmó mediante los protocolos 
convencionales para bacilos Gram negativos no fermentadores. La 
susceptibilidad antimicrobiana se evaluó por el método de difusión en disco y la 
producción de β-lactamasas, por los métodos de doble disco y disco 
combinado, siguiendo los lineamientos para bacilos Gram negativos no 
fermentadores establecidos por el instituto de estándares clínicos y de 
laboratorios (2012). La detección de los genes blaSHV y blaTEM se realizó por 
medio de la técnica de reacción en cadena de la polimerasa. El resultado de la 
susceptibilidad antimicrobiana demostró un alto porcentaje de cepas resistentes 
a  imipenem (76,7%), seguido de piperacilina (70,7%), meropenem (72,3%), 
ceftazidima (70,2%), piperacilina-tazobactam y cefepima (63,8%), el menor 
porcentaje fue para aztreonam (38,3%). Se encontraron 11 fenotipos de 
resistencia, siendo el I (PIP, PTZ, CAZ, FEP, IMP, MER), el más frecuente 
(36,2%). Se detectó un 61,7% de cepas productoras metalo-β-lactamasas y 
66,0% productoras de β-lactamasas de espectro extendido. De los genes 
evaluados, sólo se detectó la presencia del gen blaTEM en cinco cepas, de las 
cuales, tres se ubicaron en el fenotipo I.  De acuerdo con los resultados 
obtenidos, los genes blaTEM y blaSHV no son los principales responsables de 
conferir resistencia a los β-lactámicos, razón por la cual, se recomienda 
investigar otros genes que codifiquen para dicha resistencia.  
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